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RESUMO 

O Helicobacter pylori é uma bactéria gram-negativa que coloniza a mucosa do estômago e é 

responsável por várias doenças gastroduodenais, como: gastrites crônicas, úlceras e 

neoplasias gástricas. Sabe-se que as doenças gástricas são influenciadas pelo grau de 

virulência da cepa H. pylori infectante, a susceptibilidade genética do hospedeiro e co-

fatores ambientais, sendo de suma importância o entendimento dos marcadores de 

patogenicidade do H. pylori assim como a susceptibilidade genética do hospedeiro. O 

presente trabalho teve como objetivos analisar a expressão dos genes do Fator de Necrose 

Tumoral e da E-caderina por meio da técnica da PCR em Tempo Real, correlacionando-os 

com a presença do H. pylori e seus marcadores de patogenicidade. Foram analisadas 161 

amostras de biópsiasprovenientes de 137 pacientes de ambos os sexos (62♂/75♀média de 

idadede 40,3±24,2) com gastrite crônica e câncer gástrico. Foi observado um aumento 

estatisticamente significativo da expressão do gene TNF-α em pacientes com gastrite e uma 

associação entre a presença da bactéria e o aumento da expressão deste gene. Em relação 

a E-caderina, verificamos uma diminuição da expressão em pacientes com gastrite crônica e 

em pacientes com câncer gástrico, porém sem uma correlação direta com a presença do 

Helicobacter pylori. Quanto à presença dos marcadores de patogenicidade do H. pylori, 

nossos resultados sugerem que não há uma associação entre os marcadores de virulência e 

alterações na expressão dos genes estudados. Em resumo, podemos sugerir que o H. pylori 

atue como um agente causador das doenças gástricas alterando a expressãode genes que 

podem estar relacionados a etiologia das doenças gástricas, porém a troca de epitélio 

causada pelo H. pylori parece contribuir para o desenvolvimento das doenças gástricas. 

 

 

Palavras chave: Helicobacter pylori, TNF- alpha, E- caderina, doenças gástricas, 
marcadores virulência. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium that colonizes the gastric mucosa and is 

responsible for several gastroduodenal diseases, such as gastritis, ulcers, and gastric 

tumors. It is known that gastric diseases are influenced by the degree of virulence of the 

infecting H. pylori strain, the host genetic susceptibility and environmental cofactors. This 

study aimed to analyze the expression of genes of Tumor Necrosis Factor and E-cadherin by 

the Real-Time PCR and correlated it with the presence of H. pylori and your virulence 

markers. All total, 161 gastric biopsies from 137 patients of both gender (62♂ / 75♀ Mean 

age 40.3 ± 24.2) with gastritis and gastric cancer were analyzed . The statistical analysis 

revealed a significant increase in expression of TNF- α gene in patients with gastritis and an 

association between the presences of bacteria increased expression of this gene. In relation 

to E-cadherin, we observed a decreased expression in patients with gastritis and gastric 

cancer patients, but without a direct correlation with the presence of Helicobacter pylori. 

About the presence of markers of pathogenicity of H. pylori, our results suggest that no there 

association among markers of virulence and changes in the expression of the studied genes. 

In summary, we suggest that H. pylori acts as a causative agent of gastric diseases changing 

gene expression that may be related to the etiology of gastric diseases, but the exchange of 

epithelium caused by H. pylori seems to contribute to the development of gastric diseases 

too. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO.............................................................................................................. 11 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA.......................................................................................... 16 

2.1. Aspectos Gerais do Helicobacter pylori e sua epidemiologia ................................. 16 

2.2. Diagnóstico e tratamento ....................................................................................... 19 

2.3. Marcadores de patogenicidade .............................................................................. 21 

2.4. Fator de necrose tumoral (TNF) e o Helicobacter pylori ......................................... 24 

2.5. E-caderina e o Helicobacter pylori ......................................................................... 26 

3. OBJETIVOS ................................................................................................................. 30 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................ 32 

4.1. Caracterização das amostras ................................................................................ 32 

4.2. Extração de DNA, Detecção e Genotipagem do Helicobacter pylori ...................... 33 

4.3. Extração de RNA e síntese do cDNA ..................................................................... 33 

4.4. Análise da expressão gênica ................................................................................. 34 

4.5. Análises estatísticas .............................................................................................. 34 

5. RESULTADOS e DISCUSSÃO ..................................................................................... 36 

5.1. Detecção e genotipagem do H. pylori .................................................................... 36 

5.2. Detecção dos alelos/genótipos do TNF-α (-308 G>A) ............................................ 37 

5.3. Expressão da E-caderina em pacientes com Gastrite e Câncer Gástrico .............. 39 

5.4. Correlação entre os marcadores de virulência e a expressão da E-caderina ......... 41 

5.5. Expressão do TNF-α em pacientes com Gastrite e Câncer Gástrico ..................... 41 

5.6. Correlação entre os marcadores de virulência e a expressão do TNF-α ................ 43 

CONCLUSÕES .................................................................................................................... 44 

6. CONCLUSÕES............................................................................................................. 45 

7. Participação de Eventos Científicos e Artigos Publicados e Enviados .......................... 46 

Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa ........................................................... 57 

Anexo 2 – Artigo Publicado 1 ............................................................................................... 58 

Anexo 3 – Artigo Submetido a publicação no periódico: Gastroenterology Research and 

Practice. ............................................................................................................................... 59 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

11 
 

1. INTRODUÇÃO 

O Helicobacter pylori (H. pylori) foi descrito por Warren e Marshall em (1983), que 

isolaram o microorganismo da mucosa de estômagos humanos e foram os primeiros a 

cultivá-lo in vitro, afirmando o envolvimento desta bactéria com o desenvolvimento de 

úlceras gástricas e gastrites. 

Refere-se a uma bactéria microaerofílica, helicoidal, flagelada, gram-negativa, 

homogênea, espiralada, móvel, não-esporuladae portadora de dois a seis flagelos(Linda 

Morris Brown(2000); Pacifico et al(2010).Infecta a mucosa estomacal e, através da produção 

de adesinas, aderi a células epiteliais gástricas, podendo levar a uma inflamação crônica 

relacionada à várias doenças gastroduodenais (Yamaoka(2008); Suzuki et al (2012).No 

entanto, indivíduos com infecção por H.pylori nem sempre desenvolvem essas doenças, 

porém apresentam um risco elevado de desenvolver câncer gástrico ao longo da sua 

vida(NAGINI, 2012; ZEINAB BASIRI et al  2014). 

Para colonizar a mucosa gástrica, o H. pylori necessita atravessar a barreira de 

muco e as lípases por ele produzidas, degradam essa camada, permitindo sua rápida 

penetração, além disso, sua estrutura espiralada em associação com seus flagelos 

conferem uma ágil movimentação, transpondo rapidamente a camada de muco e 

instaurando íntimo contato com as células epiteliais ( BLASER e COVER 2009).O H. pylorié 

um dos poucos microrganismos capazes de habitar o estômago humano devido a sua 

capacidade de secretar a enzima uréase, que converte a uréia em amônia, neutralizando 

parcialmente o ambiente ácido do estômago permitindo sua colonização (GIORDANO et al 

2012).  

  Suzuki e colaboradores (2012) afirmaram que no Brasil, o gênero masculino pode 

ser considerado um fator de risco para o desenvolvimento de úlceras pépticas, e sugeriram 

uma possível relação entre o envelhecimento populacional e o aparecimento de úlceras 

gástricas, atrofia e metaplasia. O Helicobacter pylori infecta aproximadamente 50% da 

população mundial, porém fatores ambientais e demográficos podem interferir nesses 
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dados. Na população adulta do Brasil, a infecção por H. pylori pode variar de 60% a 90% 

(SUZUKI el at 2012). No caso de países desenvolvidos a prevalência da infecçãovaria de 

17% a 59% (YAMAOKA, 2008). 

 A infecção é adquirida por ingestão oral Kivi et al (2007), e é transmitida 

principalmente entre os familiares na  infância (NAHAR et al 2009). Recentemente, nosso 

grupo de pesquisa Rasmussen et al(2012); Rasmussen et al (2010) publicou resultados que 

colaboram com os de alguns autores Momtaz et al (2012); Souto et al(2008) os quais 

sugerem que a cavidade oral possa ser um reservatório da infecção. 

A literatura afirma que, os sintomas das doenças gástricas, causados pelo 

Helicobacter pylori, aparecem com mais frequência em adultos, embora a aquisição da 

bactéria tenha ocorrido no início da vida e que na ausência de tratamento adequado, pode 

persistir por toda vida, sendo esse, o principal fator etiológico das gastrites e úlceras 

pépticas (MEGRAUD et al,2007; CHIESA et al, 2010; PACIFICO et al,2010;ZHOU et al, 

2013).  

A etiologia das doenças gástricas parece ser influenciada pelo ambiente, 

características genéticas do hospedeiro e da bactéria, assim, a presença ou ausência de 

determinados genes e suas associações está relacionado com um maior grau de 

patogenicidade da bactéria H. pylori. A literatura destaca três genes como sendo os 

principais marcadores de patogenicidade; gene cagA (Cytotoxin Associated Gene A), o gene 

vacA(Vacuolating Cytotoxin A), e o mais recente gene dupA (Duodenal Ulcer Promoting) 

(DEBELLIS et al, 2001; CHIOZZI et al, 2009; CHIURILLO et al, 2013; FAJARDO et al, 2013; 

SALAMA et al, 2013;ANGELO ZULLO et al, 2014). 

Como mencionado anteriormente, fatores genéticos do hospedeiro também podem 

contribuir para o aparecimento das doenças gástricas, segundo Beales et al (1998) 

eCrabtree et al (1991)a bactéria H. pylori parece induzir a produção do Fator de Necrose 

Tumoral (TNF-α), que também é um potente inibidor da secreção de ácido gástrico, tendo 
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um papel importante no processo infeccioso e por conseqüência, na gastrite induzida pela 

bactéria. 

O TNF-α é uma proteína sintetizada principalmente por macrófagos e monócitos, 

cuja principal função é promover a resposta imune, através do recrutamento e ativação de 

neutrófilos e monócitos estimulados por lipopolissacarídeos presentes na membrana das 

bactérias Gram - negativas (JIN et al, 2012).  

A região promotora do gene do TNF-α possui dois polimorfismos de importância 

clínica, TNF -238 G>A; TNF -308 G>A podendo estar associados com o desenvolvimento de 

úlceras duodenais, úlceras gástricas e carcinomas gástricos (ZHANG et al, 2014).  

Outro gene importante e que parece estar relacionado com o desenvolvimento de 

gastrite é um subtipo da caderina: E-caderina. A princípio as caderinas têm um papel 

importante nas interações célula-célula cálcio-dependente e funcionam não somente para 

estabelecer adesões entre as células, mas também definem especificidade entre as 

adesões, inibindo a proliferação excessiva e a invasão de tecidos vizinhos (EDELMAN, 

1986; HIRANO et al, 1987; GUMBINER, 2000; YAGI et al, 2000,CAVALLARO And 

CHRISTOFORI, 2001; WHEELOCK And JOHNSON, 2003; VERED et al, 2012). 

Além disso, as caderinas podem interagir direta ou indiretamente com um grande 

número de vias de sinalização que regulam o comportamento celular (WHEELOCK And 

JOHNSON, 2003; TAKEICHI, 2007). 

As caderinas são divididas em subtipos distintos de acordo com o local onde são 

mais abundantemente expressas ou foram originalmente observadas: E-caderina, 

encontrada inicialmente e de forma mais abundante em epitélios e a N-caderina encontrada 

primeiramente em tecido neural e fibroblastos (HATTA et al,1987).  

Com base nestes dados Terres et al (1998a) e Terres et al (1998b) demonstraram 

que a infecção pelo H. pylori parece induzir a inativação do gene da E-caderina, 

provavelmente através da sinalização de eventos intracelulares que neutralizam a função da 

proteína Quinase C, ou através da metilação do gene da E-caderina. 
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Entre as caderinas, a E-caderina é a mais amplamente estudada em processos 

neoplásicos, sendo caracterizada como uma molécula supressora de invasão tumoral e 

metástase (CHRISTOFORI and SEMB, 1999). 

A redução da expressão da E-caderina, estudada por métodos imuno-histoquímicos 

tem sido observada em câncer gástrico e uma correlação direta com o grau de diferenciação 

tumoral (WIJNHOVEN et al, 2000). 

Atualmente sabe-se que a E-caderina não atua somente na adesão celular, mas 

que também desempenha um papel importante na carcinogênese (CHAN et al, 2006). Além 

disso, ela é expressa em todos os tipos de células epiteliais, porém foi encontrada com uma 

menor expressão em várias neoplasias e correlacionada com a capacidade infiltrativa e 

metastática do tumor (ALBERGARIA et al, 2011). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Aspectos Gerais do Helicobacter pylorie sua epidemiologia 

Do nascimento até a morte, os seres humanos estão em contato com 

microorganismos, transitórios ou persistentes. Superfícies de mucosa são colonizadas por 

muitas espécies de bactérias e a distribuição dos micro-organismos não é acidental, cada 

microambiente é colonizado por micro-organismos que são conservados entre a maioria dos 

seres humanos ou são parasitas específicos. Sugere-se que cada microbiota conservada 

apresente uma adaptação específica e, em relação à colonização do estômago humano, a 

bactéria Helicobacter pylori recebe uma especial atenção (BLASER e COVER, 2009). 

Em 1982, Warren e Marshall identificaram o Helicobacter pylori isolando o 

microrganismo da mucosa de estômagos humanos, e foram os primeiros a cultivá-lo in vitro, 

afirmando o envolvimento desta bactéria com o desenvolvimento de úlceras gástricas e 

gastrites. No entanto, indivíduos com infecção por H. pylori nem sempre desenvolvem essas 

doenças, mas apresentam um risco elevado de desenvolver câncer gástrico ao longo da sua 

vida (NAGINI, 2012). 

A bactéria, denominada inicialmente Campylobacter pylori, é um bastonete 

microaerofílico, Gram-negativo em forma de espiral, medindo aproximadamente 0,5 x 3μm. 

A microscopia de alta potência revela que os organismos têm 2 a 7 flagelos que aumentam 

a sua mobilidade através de soluções viscosas (Figura1). É encontrada mais comumente 

nas porções mais profundas do gel mucoso que reveste a mucosa fixando-se no epitélio 

gástrico, porém em circunstâncias normais não parece invadir as células.  



 

17 
 

 

Figura 1: Estrutura do Helicobacter pylori 

Retirada de: http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2011/02/Helicobacter-pylori.gif  

 

A sua organização estratégica permite-lhe viver dentro do ambiente agressivo do 

estômago. Inicialmente oH. pylori fixa-se no antro e com o passar do tempo migra para os 

segmentos mais proximais do estômago. Se não estiverem presentes as condições de 

crescimento ideais a bactéria adota uma forma cocóide que representa uma adaptação a 

ambientes hostis, podendo assim sobreviver por longos períodos nas fezes ou na água. 

(LINDA MORRIS BROWN, 2000; PACIFICO et al, 2010) 

A primeira etapa da infecção peloH. pylori depende da motilidade da bactéria e da 

sua capacidade de produzir urease, a qual produz amônia a partir da ureia, o que constitui 

uma etapa essencial na alcalinização do pH circulante.Outros fatores bacterianos incluem 

catálase, lípase, adesinas, fator ativador das plaquetas e pic B (induz as citocinas) que 

conferem proteção contra a atividade lítica de macrófagos e neutrófilos, impossibilitando 

uma resposta eficaz do hospedeiro (GATTI et al, 2006; BLASER e COVER, 2009). 

Existem muitas cepas de H. pylori que se caracterizam pela capacidade de 

expressar vários fatores de virulência e é possível que as diferentes doenças relacionadas 

com a infeção pela bactéria possam ser atribuídas a diferentes cepas do organismo com 

características patogênicas distintas(KARLSSON et al, 2012). 
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 Suzuki e colaboradores em (2012) afirmaram que no Brasil, o gênero masculino 

pode ser considerado um fator de risco para o desenvolvimento de úlceras pépticas, e 

sugeriram uma possivel relação entre o envelhecimento populacional e o aparecimento de 

úlceras gástricas, atrofia e metaplasia. Os níveis de infecção por esta bactéria variam de 

acordo com o desenvolvimento do país, estando presente em 25-50% da população nos 

países desenvolvidos, e em 70-90% da população nos países em desenvolvimento (SABBI, 

2011; YAMAOKA, 2008). Estes índices estão associados às condições culturais e de 

saneamento básico das populações, já que mecanismos de transmissão se caracterizam 

por ser pelas vias, fecal-oral e oral-oral (SIQUEIRA; LIMA; BARRETO et al, 2007). Na 

população adulta do Brasil, a infecção por H. pylori pode variar de 60% a 90% (SUZUKI et 

al,2012). 

Recentemente Karlsson et al, (2012) afirmam que o desenvolvimento das doenças 

gástricas é influenciado pelo grau de virulência da cepa H. pylori infectante, a 

susceptibilidade genética do hospedeiro e co-fatores ambientais, sendo de suma 

importância o entendimento dos marcadores de patogenicidade do H. pylori assim como a 

susceptibilidade genética do hospedeiro. 

A maioria dos indivíduos infectados é assintomático, mas cerca de 10-20% podem 

desenvolver gastrite atrófica, displasia e úlceras péptica, e em torno de 3% o câncer 

gástrico.   Em 1994, a bactéria foi classificada como carcinógeno do tipo I para câncer de 

estômago pelo International Agency for Researchon Cancer (órgão subordinado à 

Organização Mundial da Saúde) (TAKAISHI; OKUMURA; WANG, 2008). O câncer gástrico é 

a segunda causa de morte no mundo, com incidência de 800.000 novos casos por ano 

(SABBI, 2011). 

 

 

 



 

19 
 

2.2. Diagnóstico e tratamento 

O diagnóstico da infecção por Helicobacter pylori pode ser feito recorrendo a dois 

tipos principais de exames: os exames não invasivos e os invasivos. (CULTER et al, 1995, 

HUNT et al, 2010) 

Com relação aos não invasivos, estão: o teste respiratório da ureia e a detecção de 

IgG e IgA, na sorologia. No teste respiratório da ureia o paciente ingere ureia marcada com 

os isótopos 14C ou 13C. Como a urease degrada a ureia, há formação de amônia e CO2. 

Mensura-se, então, a quantidade de CO2 exalada pela respiração. Método acessível, com 

facilidade de execução e muito útil para o seguimento (“follow-up”), após tratamento tanto a 

sensibilidade como a especificidade são maiores que 90%.  (CULTER et al, 1995, HUNT et 

al, 2010) 

Na sorologia a detecção de anticorpos IgG é o mais utilizado, podendo ser utilizado 

IgA. O material analisado de rotina é o soro, sendo que a saliva também é descrita como 

fonte de análise. Os métodos mais usados são o ELISA e o radioimunoensaio.É 

considerado prático, acessível e de fácil execução, muito útil para estudos epidemiológicos. 

Tem sensibilidade entre 88-99% e especificidade entre 86-95%.(CULTER et al, 1995, HUNT 

et al, 2010). 

Há também testes rápidos de consultório que utilizam as mesmas imunoglobinas, 

por ELISA ou hemoaglutinação. A grande vantagem é que pode ser realizado com 

quantidades pequenas de sangue, permitindo seu uso em consultórios médicos. O tempo 

para o resultado é de 10 minutos. Possui as mesmas característicasque o anterior, porém 

com sensibilidade mais baixa que o método sorológico convencional (PATEL et al, 2014). 

Por outro lado os exames invasivos incluem: a endoscopia digestiva alta, com 

coleta de biopsias gástricas, nas quais podem ser realizados: os testes rápidos da urease, a 

detecção histológica e/ou imunohistoquímica da bactéria, bem como a cultura microbiana e 

a detecção por biologia molecular. (THOMAS et al, 1997, HUNT et al, 2010). 
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No Teste rápido da urease, a biópsia é colocado em meio contendo ureia e um 

indicador colorimétrico de pH. A formação de amônia e o aumento do pH são traduzidos por 

alteração da cor do meio. O método é rápido e barato, a sensibilidade fica entre 89-98% e 

especialidade entre 93-98%. (THOMAS et al, 1997, PATEL et al, 2014). 

A análise histopatológica é um método com sensibilidade entre 93-99% e 

especialidade entre 95-99%. (PATEL et al, 2014). 

Na cultura o espécime da biópsia é inoculado em placas de ágar em microaerofília 

por 3-5 dias. O método tem sensibilidade entre 77-92 % e especialidade de 100%. (PATEL 

et al, 2014). 

Na detecção por biologia molecular realiza-se uma reação em cadeia da polimerase 

(PCR) para a ampliação do DNA bacteriano. É um método com a mais alta sensibilidade 

(quase 100%) e especialidade de 100%, porém com custos financeiros elevados (PATEL et 

al, 2014). 

Como todos os métodos possuem sensibilidade e especificidade altas e 

semelhantes, a escolha dependerá da disponibilidade e acessibilidade do teste, devendo-se 

considerar também o objetivo da sua realização, seja para diagnóstico, epidemiologia ou 

seguimento. (PATELet al, 2014). 

O tratamento ideal para o Helicobacter pylori ainda não foi definido para todos os 

pacientes. Além disso, as taxas de resistência aos antibióticos variam conforme a região, e 

os dados de resistência local devem ser usados para orientar o tratamento, quando 

disponível. A conduta terapeutica sugere a terapia tripla, a terapia sequencial e terapia 

quádrupla, conforme resumido nas diretrizes publicadas pela American College of 

Gastroenterology and Conference Maastricht. (TESTERMAN &MORRIS, 2014) 

A terapia tripla é a mais utilizada no tratamento e infecção por H. pylori. É 

administrado um regime contendo um inibidor de bomba de prótons (IBP) (iansoprazol, 

omeprazol, pantoprazol, rabeprazol, esomeprazol), e os antibióticos amoxicilina e 

claritromicina por 10-14 dias. (TESTERMAN &MORRIS, 2014) 
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A terapia seqüencial começa com amoxicilina mais um IBP para os primeiros cinco 

dias e termina com a terapia tripla, incluindo um IBP, claritromicina e tinidazol. Os primeiros 

5 dias de amoxicilina reduzem a carga bacteriana, favorecem posteriormente a eficácia da 

claritromicina e ainda previnem a incidência de resistência à mesma, destruindo a 

membrana bacteriana e aumentando a concentração celular. A taxa de erradicação com 

esta terapia foi elevada (>90%) nos doentes com doença péptica, dispepsia e crianças. A 

terapia quádrupla utiliza uma combinação de um inibidor da bomba de protóns (IBP), 

produto de bismuto, e antibióticos contendo metronidazol, amoxicilina e claritromicina para 

10 a 14 dias. (TESTERMAN & MORRIS, 2014). 

 

2.3. Marcadores de patogenicidade 

O motivo pela qual apenas a minoria de pacientes infectados pelo H. pylori 

desenvolvem manifestações clínicas associadas às doenças gástricas permanece 

desconhecido. Variações polimórficas em genes que codificam citocinas pró-inflamatórias 

têm sido associadas com um aumento do risco de doenças gástricas, assim como a 

presença de fatores de virulência bacterianos. 

Os principais fatores de virulência do H. pylori incluem cagA (cytotoxin associated 

gene A), vacA (vacuolating cytotoxin), babA (bloodgroupanti gen-bindingadhesin), iceA 

(inducedby contact with epithelium) e, o mais recentemente descrito, dupA (duodenal 

ulcerpromoting gene) (LU et al, 2005; MURAKAMI et al, 2006). 

 

 Gene cagA 

Primeiro gene cepa-específico identificado no H. pylori, está associado ao risco de 

desenvolvimento de câncer gástrico sendo o mais patogênico fator de virulência expresso 

pelo Helicobacter pylori.  

Existem dois tipos clínicos de H. pylori: as cepas de gene cagA-positivo, que são 

mais virulentas e induzem níveis elevados de expressão das Interleucina 1β, 8 e do Fator de 
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Necrose Tumoral e as cepas de gene cagA-negativo, clinicamente mais brandas 

(YOSHIOYAMAOKA, 2012). Segundo Arevalo-Galvis et al, (2012), pacientes infectados por 

cepas cagA+ apresentam probabilidade três vezes maior de desenvolver câncer gástrico do 

que aqueles infectados por cepas cagA-. 

O gene cagA é considerado um marcador da ilha de patogenicidade cag (cag-PAI), 

composta por 31 genes e é encontrada em cerca de 60% das cepas. A ilha cag-PAI é um 

componente do genoma do H. pylori que contém genes homólogos aos de outras bactérias 

que codificam componentes do sistema de secreção do tipo IV, responsável por a proteína 

cagAem célula hospedeira, modulando as vias do metabolismo celular, incluindo a 

expressão de proto-oncogenes (LADEIRA et al, 2003; CONRADI et al, 2012). 

A proteína cagA atua como antígeno altamente imunogênico e sua estrutura revela 

uma região 5' altamente conservada, mas uma região 3' com número variável de sequências 

repetitivas, o que leva à variação do comprimento da proteína. Yamaokaet al,(1998) 

estudaram a variabilidade da região 3' do gene cagA e verificam que 86% de uma das 

variantes eram provenientes de pacientes com câncer gástrico além disso concluíram que 

outras diferenças na região 3' podem estar relacionadas a diferentes processos patológicos. 

 

 Gene vacA 

Outro gene relatado como um fator de virulência refere-se ao gene vacA, cuja sua 

proteína foi isolada a partir do sobrenadante de cultura (ATHERTON, 1998). Esta proteína 

apresenta-se claramente como um importante fator de virulência de H. pylori, estando 

diretamente relacionada a úlceras péptica, gastrites e câncer gástrico. 

Todas as cepas de Helicobacter pylori são portadoras do gene vacA, o qual codifica 

uma citotoxina vacuolar que, além de vacuolação, pode induzir a formação de canal de 

membrana, liberação de citocromo e das mitocôndrias que são os principais mecanismos 

que causam apoptose. Contudo, o gene vacA ainda pode inibir especificamente a ativação 

das células T e sua proliferação (YOSHIOYAMAOKA, 2012). 
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O gene vacA apresenta duas regiões, denominadas: região s e m, a região s está 

localizada no final da cadeia 5' e possui dois alelos devido a diferenças na estrutura, sendo 

s1 e s2 na região sinal e m1 e m2 na região média. Essa variabilidade genética contribui 

para variações na atividade vacuolar nas diferentes cepas de Helicobacter pylori, sendo as 

cepas s1/m1 mais citotóxicas (produzem grande quantidade de toxina), seguida por s1/m2, 

por outro lado, as cepas s2/m2 apresentam atividade citotóxica reduzida, e as s2/m1 são 

raras (CONRADI et al, 2012; AREVALO-GALVIS et al, 2012; DE GUSMAO et al, 2000). 

Rassow e colaboradores em (2012) relataram a possível associação entre o gene 

vacA e a perda do potencial de membrana mitocondrial, fragmentação mitocondrial, 

autofagia,  morte celular e câncer gástrico. 

 Gene dupA 

Em 2005, Lu e colaboradores, identificaram e nomearam de duodenal ulcer 

promoting gene (dupA), o primeiro fator de virulência doença-específico do H. pylori, o qual 

parece estar relacionado com o desenvolvimento de úlceras duodenais. 

A função do gene dupA é desconhecida, mas de acordo com a Lu et al (2005), há 

semelhança com oTarg / Trad que são hidrolases essencial para a transferência de DNA em 

conjugação bacteriana e com o domínio FTSK / SpoIIIE que estão envolvidos na divisão 

celular e transferência de DNA cromossomico. Além disso, o produto gênico do dupA é 

homólogos da ATPase VirB4 que supostamente está envolvido na captação de DNA durante 

a transferência do material genético e na transferência de proteínas. 

O marcador de virulência, dupA, está localizado na região de plasticidade do 

genoma do H. pylori e é composto por dois genes: Jhp0917 e Jhp0918 que formam uma 

abertura para a leitura contínua da sequência, através da inserção de uma base T ou C 

após a posição 1385 na região 3’ do gene Jhp0917. 

Além disso, experimentos usando bactérias sem o gene dupA relatam que ele pode 

estar associado ao aumento da produção de Interleucina 8 pelo epitélio gástrico (HUSSEIN 

et al, 2012; QUEIROZ et al, 2011; SHIOTA et al, 2012). Jung et al, (2012) sugerem que o 



 

24 
 

dupA possa ser um componente de um novo cluster de genes homólogos aos Vir na região 

de plasticidade do genoma de H. pylori e que pode formar o tipo de sistema de secreção IV 

semelhante ao cagA, que por sua vez induz as células epiteliais gástricas a secretarem IL-8. 

 Alam et al, (2012) estudando pacientes indianos, sugeriram que a presença do gene 

dupA é um importante fator de risco no desenvolvimento de ulceras duodenais; em um outro 

estudo, Abadi et al, (2012) concluíram que cepas portadoras do gene dupA são mais 

resistentes a acidez estomacal, o que explicaria, em partes, a associação do H. pylori dupA 

positivo com o desenvolvimento das úlceras. 

A presença do gene dupA no Brasil é pouco estudada e sua associação com outras 

doenças gástricas ainda é incerta. 

2.4. Fator de necrose tumoral (TNF) e o Helicobacterpylori 

As citocinas são moléculas de peptídeos que medeiam a interação entre as células 

do sistema imune com outros sistemas, entre eles o sistema endócrino. As mesmas são 

produzidas por uma variedade de células e seus efeitos biológicos se dão através da ligação 

em receptores específicos. São liberadas em decorrência de diferentes estímulos e 

interagem com os seus receptores regulando a função celular (EL-OMAR et al, 2001). 

O principal fator fisiopatológico da infecção pelo H. pylori é caracterizado pela 

intensa resposta inflamatória na mucosa gástrica. A quimiotaxia proporcionada pela infecção 

bacteriana atrai neutrófilos e células mononucleares, que por sua vez estimulam a síntese 

de várias citocinas pró-inflamatórias, que atuam mediando a interação entre as células do 

sistema imune com outros sistemas, entre elas as citocinas IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 e o Fator 

de Necrose Tumoral (SUGIMOTO et al, 2010;UBERTI et al,2013). Assim, o aumento da 

produção de citocinas inflamatórias em resposta a infecção por H. pylori resulta na intensa 

inflamação gástrica podendo causar danos à mucosa. 

O Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) é uma proteína com peso molecular de 17 

kD e composta por 157 aminoácidos, é sintetizado principalmente por macrófagos e 

monócitos, onde o principal estímulo para a sua produção são os lipopolissacarídeos que 
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compõem a membrana das bactérias Gram-negativas (JIN et al, 2012). O TNF-α foi 

descoberto em (1975) por Carswell et al., sendo considerado uma das principais citocinas 

relacionadas aos processos inflamatórios e imunes, agindo em diferentes partes do corpo. A 

bactéria H. pylori induz a produção de TNF-α, que é um potente inibidor da secreção de 

ácido gástrico, tendo um papel importante no processo infeccioso e por consequência, na 

gastrite induzida pela bactéria. 

A principal função do TNF-α é promover a resposta imune, por meio do 

recrutamento de neutrófilos e monócitos para o local da infecção, além de ativá-los. Beales 

et al, (1998) e  Crabtree et al, (1991) destacaram que o TNF-α inibi a secreção de ácido 

gástrico podendo afetar a infecção pelo H. pylori; estes autores ainda sugerem que a 

secreção de ácido gástrico é um dos mais importantes fatores no desenvolvimento de 

doenças gastroduodenais associadas à infecção por H. pylori. 

A região promotora do gene do TNF-α contém dois polimorfismos (TNF -238 G>A; 

TNF -308 G>A) que parecem ser relevantes na susceptibilidade da doença e afetar a 

atividade transicional dos genes. Desta forma, influencia o processo inflamatório na resposta 

a doenças infecciosas, podendo estar associados ao desenvolvimento de úlceras 

duodenais, úlceras gástricas e carcinomas. Kunstmann et al, (1999) foi o primeiro a 

descrever a associação entre o polimorfismo TNF-α -308 (genótipo GG) com a 

susceptibilidade a úlceras duodenais em pacientes infectados pelo H. pylori. 

Santos et al, (2012), estudaram 202 paciente e não verificaram associação entre o 

polimorfismo TNF-α -308 com câncer gástrico, por outro lado Suganuma et al, (2012) 

sugerem que o TNF-α induza a expressão da proteína Tip-α que é carcinogênica e é um 

risco para o desenvolvimento de neoplasia gástrica. 

A diversidade de resultados encontrados na literatura pode estar relacionada 

principalmente a diversidade populacional estudada, e ferramentas utilizadas no diagnóstico 

do H. pylori e genotipagem do TNF-α. No Brasil essa associação permanece incerta, porém 
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é relevante seu entendimento podendo nos auxiliar no esclarecimento da patogênese da 

doença gástrica. 

 

2.5. E-caderina e o Helicobacter pylori 

As caderinas representam uma classe de moléculas de adesão transmembranosas 

encontradas Berx E Van Roy,(2001); Knudsen E Wheelock, (2005), comumente na forma de 

dímeros cálcio dependentes (LODISH et al, 2000; MATOS et al, 2006). Associando-se a um 

grupo de proteínas intracelulares chamadas cateninas, as quais as ligam a microfilamentos 

actínicos do citoesqueleto e mediam mecanismos transdutores de sinais que regulam o 

crescimento celular e sua diferenciação. Existem três tipos de cateninas: β, α e ᵞ (OZAWA E 

KEMLER, 1998). (Figura 2). 

 

Figura 2: Adesão dos filamentos de actina às junções de adesão 

Retirada de  http://biomcelular.blogspot.com.br/2010/06/membrana-plasmatica-membrana-celular.html 

 

A função da caderina é promover adesão intracelular através interação dos 

domínios extracelulares típicos deste grupo, com aqueles de moléculas idênticas presentes 

em células vizinhas (TAKEICHI, 1988). O conjunto de adesões deste tipo entre membranas 

vizinhas estabelece o que é genericamente chamado de junção aderente. Esta interação em 
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principio é hemofílica, de modo que, preferencialmente, células que expressam o mesmo 

subtipo de caderina mantêm adesões entre si (TAKEICHI, 1995).  

As caderinas são moléculas que promovem a manutenção da arquitetura tecidual 

normal Matos et al(2006) e existem mais de 40 tipos Lodish et al(2000). As mais estudadas 

são as caderinas: E (epitelial), P (placentária) e N (neural), conhecidas como caderinas 

clássicas (ROWLANDSet al, 2000). 

A E.caderina (caderina epitelial) é um membro da família das caderinas, expressa 

especialmente por queratinócitos e conhecida por desempenhar um papel importante na 

regulação da adesão intercelular em tecidos epiteliais. É considerado o principal 

componente na junção de aderência transmembranosa de células epiteliais de todos os 

órgãos, localizada na superfície lateral das células epiteliais em uma região de contato 

célula-cálula. (TAKEICHI,1991; BAGUTTI et al, 1998;GUILFORD et al, 1999). 

Regulação da adesão intercelular mediada pela E-caderina tem sido associada com 

diferenciação de tumor, invasão, metástase e prognóstico em humanos (ZHONG et al., 

2007; KAWANO et al, 2004). Visto que 90% dos cânceres se originam do tecido epitelial 

Christofori(2006), a progressão da metástase é acompanhada pela perda da expressão da 

E-caderina (NITA-LAZAR et al, 2009; KUDO et al, 2004). 

Por exemplo, a adesão célula-receptor E-caderina é muitas vezes perdida durante 

estágios avançados de progressão do câncer epitelial Birchmeier & Behrens et al(1994) e 

este é considerado um passo importante na invasão e metástase das células epiteliais 

tumorais (CAVALLARO &CRISTOFORI, 2004). Por isso, o papel destas proteínas na 

invasão e metástase neoplásica tem atraído grande interesse devido à sua promessa como 

um possível marcador de prognóstico (LOPESet al, 2009).  

A mudança morfológica mais aparente que ocorre durante a transição de um tumor 

benigno para um maligno e metastático é que as células perdem seu fenótipo altamente 

diferenciado, mudando da morfologia epitelial para a migratória e invasiva. As células 

tumorais metastáticas se tornam permeáveis à barreira da lâmina basal e invadem os 
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tecidos a sua volta (HUBERet al, 2005). A expressão da E-caderina tem grande importância 

para contribuir no diagnóstico e avaliação do prognóstico dessas lesões e também para uma 

melhor compreensão do comportamento biológico das mesmas. 

A redução da expressão da E-caderina, estudada por métodos imuno-

histoquímicos, tem sido observada em câncer gástrico por vários autores e uma correlação 

direta com o grau de diferenciação tumoral tem sido observada Wijnhoven et al (2000), além 

disso, Crabtree et al (1991) encontraram uma relação com o tempo de sobrevida e a 

expressão desse gene. 

Terres et al (1998a) e Terres et al (1998b) demonstraram que a infecção pelo H. 

pylori parece induzir a inativação do gene da E-caderina, provavelmente através da 

sinalização de eventos intracelulares que neutralizam a função da proteína Cinace C, ou 

através da metilação do gene da E-caderina. Assim, a diminuição da adesão celular, 

resultante da inativação da E-caderina permite com que o H. pylori atinja a lâmina própria 

gástrica, ative o sistema imune e cause danos teciduais relevantes, induzindo a formação do 

câncer gástrico e/ou permitindo o aparecimento de metástases. 

Huang et al (2012) sugeriram que o H. pylori possa induzir a metilação no gene da 

E-caderina através da Interleucina 1β sendo um possível fator de risco cara o 

desenvolvimento de câncer gástrico. 

O Helicobacter pylori parece estar diretamente ligado à inativação do gene da E-

caderina, e pode representar um risco no desenvolvimento do câncer gástrico. A análise da 

expressão do gene da E-caderina, avaliada por PCR em tempo real, é pouco descrita na 

literatura e não há relatos de estudos envolvendo doenças gástricas, H. pylori e a análise da 

expressão da E-caderina, o que torma muito interessante e inovador essa abordagem. 

 

 

 

 



 

29 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

30 
 

3. OBJETIVOS 

Considerando amostras de biopsia gástrica coletadas de pacientes com sintomas 

pépticos e neoplasia gástrica, o presente trabalho, teve como objetivos: 

 Analisar a expressão gênica (mRNA) dos genes do TNF-α e da E-caderina por meio 

da técnica de PCR em Tempo Real; 

 Caracterizar o polimorfismos –308 (G>A) do genes doTNF-α; 

 Correlacionar a presença da bactéria H. pylori à expressão dos genes: TNF-α e E-

caderina; 

 Correlacionar os principais marcadores de patogenicidade do H. pylori, genes cagA, 

vacA e dupA com alterações na expressão dos genes acima mencionados; 

 Correlacionar o polimorfismos –308 (G>A) com alterações na expressão do gene TNF-α 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Caracterização das amostras 

Foram avaliadas 161 amostras de DNA e RNA, provenientes de 137 pacientes 

(tecido gástrico normal (n=40), gastrite (n=70), o tecido neoplásico (n =24) e o tecido normal 

proveniente de pacientes com neoplasia, Margem não neoplasica (n =27)), de ambos os 

sexos(62♂/75♀média de idadede 40,3±24,2)comdoenças gástricas submetidos 

àendoscopia digestiva alta e/oucirurgia gástricado Departamento deGastroenterologiada 

Faculdade de Medicinade Marília - FAMEMA ouno HospitalSãoPaulo (Universidade Federal 

de São Paulo). 

Éimportante notarqueforamcoletadas duas amostrasdecada paciente com 

câncergástrico, uma do tecido neoplásicoea segundado tecidonão neoplasico.  

A análise histopatologicafoi realizada: todas as amostrasforam fixadasemformalina a 

10%e embebidos emparafina, cortadas e coradascomhematoxilinaeeosinaeGiemsapara 

exame histológicode rotina. Osparâmetros histológicosforam classificadosde acordo com o 

sistema Sydney. 

As biopsiasforamhistologicamentediagnosticadascomtecidogástriconormal (n=40), 

gastrite(n=70), o tecido neoplásico(n =24) eo tecido normal proveniente de pacientes com 

neoplasia (Margem não neoplasica) (n =27) (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Total de amostras de cada grupo de indivíduos. 

Pacientes (n) Amostras (n) 

DNA RNA 

Pacientes com o Tecido Normal Gástrico (40) 40 40 

Pacientes com Gastrite (70) 70 70 

Pacientes com 
Neoplasia Gástrica(27) 

Tecido Neoplásico(24) 24 24 

Tecido não neoplásico (27) 27 27 

Total (161) 161 161 
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Nenhum dos pacientestinha histórico deexposição àquimioterapia 

ouradioterapiaantes da cirurgia,e não houveoutraco-ocorrência de câncer diagnosticada. Os 

pacientes submetidos ao tratamentoutilizandoa terapia antimicrobiana, o uso de AINEse /ou 

inibidoresda bomba de protonsnosúltimos três meses, foram excluídos. 

O estudofoi aprovado pelo Comitêde Ética em PesquisadaUniversidade do Sagrado 

Coração(processo n. 068/12), (Bauru, Brasil) e o consentimento informadofoi obtido detodos 

os pacientes. 

 

4.2. Extração de DNA,Detecção e Genotipagem do Helicobacter pylori 

A partir dasbiópsiasgástricas o DNAfoi extraído utilizando okit QIAamp®(Qiagen, 

Alemanha) de acordo comas intruçoes dofabricante.  

A detecção e genotipagem doHelicobacterpylorifoi detectadapor meio da PCR. 

Foram utilizados um par de oligonucleotídeos (Hpx1/Hpx2), o qual amplifica um fragmento 

de 150pb referente a fração 16S do RNA bacteriano, previamente descritos pelos autores 

Scholter et al(1997)para o diagnóstico. 

Paraavaliar a presença dos genescagAedupA, foi utilizado o primersecondição de 

amplificação descritaporVanDoorn et al (1998)  eGomeset al (2008), respectivamente. As 

regiões"m" e "s"do genevacAforam genotipadas comodescrito anteriormente 

por(VANDOORN et al 1998, ATHERTON et al 1997eRASMUSSEN et al 2012). 

Vale mencionar que o presente trabalho foi realizado em colaração com a 

Faculdade de Medicina de Marília, Laboratório de Genética e que a detecção e genotipagem 

dos genes cagA e vacA do H. pylori foram realizadas previamente. 

 

4.3. Extração de RNA e síntese do cDNA 

O RNA totalfoi extraído utilizando oRNeasyMini Kit(Qiagen, Alemanha), de acordo 

comas instruções do fabricante. Aconcentração de RNAe a qualidadeforam mensuradas 

usando o equipameti EspectrofotómetroNanoDrop- 2000(Nanodrop, EUA), a concentração 
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ajustadaearmazenada a -80°Caté à sua utilização, 500 ngde RNA foram utilizados paraa 

síntese de cDNAutilizando o kit High-CapacitycDNA Reverse Transcription Kits 

(AppliedBiosystems™, EUA), segundo protocolo estabelecido pelo fabricante. Todos 

oscDNAforam armazenados a -20°C a utilização. 

 

4.4. Análise da expressão gênica 

A análise da expressão do gene da TNF-α e da E-caderina foi realizada no 

termociclador automático (ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System) e o nível de 

expressão do RNA nas amostras foram calculados utilizando os valores do Ct pela fórmula 

2(-ΔΔCt) de acordo com (LIVAK et al, 2001). 

É importante destacar que o tecidogástrico normal e negativoparaa infecçãopor 

H.pylorifoi utilizado comocontrole. Todos os valores de Ct foram obtidosporsoftware2.0 – 

7500eexportados parasoftwareExcel(Microsoft, EUA) para cálculo doRQ. 

Os genes analisados foram: Genes alvo: E-caderina CDH1 (Hs02621185_s1), TNF-

Alpha (Hs01113623_g1); genes referência: GUSB (Hs00187320_m1), 

UBC(Hs00221499_m1), eTBP (Hs00187332_m1). 

 

4.5. Análises estatísticas 

A análise da expressão dos genes entre os grupos e sua associação com os 

marcadores de patogenicidade foram avaliadas pelos testes χ2e/ou Exato de Fisher e/ou 

pelo teste de Kruskal-Wallis. As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o pacote 

estatístico GraphPad Prism 5. 
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5. RESULTADOS e DISCUSSÃO 

5.1. Detecção e genotipagem do H. pylori 

O Helicobacterpylori foidetectadoem94(58,4%) das161 amostras. Como 

esperado,em pacientes comtecido gástriconormal oH.pylori foiencontrado emmenor 

freqüência, apenas três dasquarentaamostras foram positivas. 

Dos 70pacientes com gastrite, oH.pylorifoi detectado em47.Além disso, 

empacientes com câncer gástricooH.pylorifoiisoladoem 21 das24 eem23 das 27amostras 

detecido neoplásicoe tecidonão neoplasico, respectivamente.  

Em concordância com aliteratura, o H. pylori foiassociadocomo 

desenvolvimentodegastriteecâncergástrico(p <0,001). No que diz respeitoà 

presençademarcadores de virulênciade H.pylori, genescagA, dupA evacA, todos os 

resultadossão apresentadosna Tabela2.  

Verificamos uma associação entre os genes cagA e os alelos s1/m1 do gene vacA 

em amostras de gastrite, neoplasia e tecido adjacente não neoplásico (p<0.001). O gene 

dupA foi associado ao gene cagA em pacientes com gastrite (p<0.001). De modo geral, 

/estes resultados mostram o envolvimento de marcadores de virulência com as doenças 

gástricas. 

 

Tabela 2:Detecção do Helicobacter pylori e distribuição dos marcadores de virulências 

detectados em biopsias gástricas de pacientes dispépticos e com câncer gástrico. 

Histologia N (%) Hp+ cagA+ dupA+ 
vacA 

s1/m1 s2/m2 s1/m2 

Tecido Normal 40(24,8) 3(7,5) 1(2,5) 1(2,5) 1(2,5) 2(5) ----- 

Gastrite 70(43,5) 47(67,2) 19(27,2) 25(35,7) 19(27,2) 21(30) 7(10) 

Tecido neoplásico 24(14,9) 21(87,5) 20(83,4 15(62,5) 21(87,5) ----- ----- 

Tecido não 
neoplásico 27(16,8) 23(85,2) 22(81,4) 22(81,4) 23(85,2) ----- ----- 

Total 161(100) 94(58,4) 62(38,5) 63(39,1) 64(39,7) 23(14,3) 7(4,3) 

N:Número total de amostras; Hp+: Numero de amostras H. pylori positivas 
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Em concordância com nossos resultados, Oliveira et al,(2014), realizaram um estudo 

na população brasileira e detectaram oH. pylori em 55,12% de suas amostras.A prevalência 

de cepas de H. pylori cagA-positivo foi de 29,6. Estes autores não encontraram diferenças 

estatisticamente significativas nas características clínicas e demográficas e nos achados 

endoscópicos e histológicos entre os pacientes infectados por cepas de H. pylori cagA-

positivo em comparação com os cagA-negativo. 

Arachchietalem (2007)descreveramamesma associação, mas encontraramapenastrês 

pacientescomdispepsiafuncionalinfectadoscomcepasdupApositivos, cagApositivo, s1/m1. Os 

resultados deste estudorevelam umaassociaçãoimportantee sugeriruma possível 

relaçãoentre os principaisfatores de virulência edodesenvolvimentoda doençagástricagrave. 

 

5.2. Detecção dos alelos/genótipos do TNF-α (-308 G>A) 

No que diz respeito à distribuição dos alelos, o alelo G foi encontrado em 260 

amostras (117 pacientes com gastrite, 70 de pacientes comtecido gástriconormal, 36 de 

pacientes com tecido neoplásico e 37 de pacientes com tecido não neoplásico). Por outro 

lado, o alelo A foi verificado em 62 amostas (23 de pacientes com gastrite, 10 de pacientes 

com tecido gástrico normal, 12 de pacientes com tecido neoplásico e 17 de pacientes com 

tecido não neoplásico (Tabela 3 e 4). 

O alelo G foi encontrado com maior frequência quando comparado ao alelo A, e o 

genótipo GG foi o mais freqüente em todas as amostras. No entanto, não houve diferença 

significativa (p=ns) na distribuição dos genótipos e/ou alelos em relação às alterações 

histológicas (gastrite e câncer gástrico) e a presença do H. pylori.  

Nossos resultados sugerem que o polimorfismo -308 do gene do TNF-α parece não 

estar envolvido no aumento do risco de desenvolver a doença gástrica ou com presença de 

H. pylori. 

Verificamos uma frequência do alelo A de aproximadamente 19,3 %,resultado que 

corrobora com o disponibilizado “Global minor allele frequency (MAF)”, banco de dados 
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onde consta a menor frequência alélica de uma população, neste banco de dados há o 

relato de uma frequência de aproximadamente 10-15%. 

Santos et al (2012), estudaram 202 paciente brasileiros e Mei et al (2010),e 

estudaram 437 pacientes chineses e obtiveram resultados similares aos nossos; também 

não verificaram diferenças significativas na frequência dos genótipos ou alelos do 

polimorfismo -308 do gene TNF-α entre pacientes com úlcera duodenal e pacientes controle. 

O mesmo resultado foi observado quando comparado com pacientes infectados e não 

infectados pelo H.pylori. 

Em outro estudo envolvendo o polimorfismo -308 do gene TNF-α, em pacientes com 

câncer de estômago e úlcera duodenal, Rodrigues et al (2009),  analisaram 447 pacientes 

mexicanos, incluindo 228 com gastrite, 98 com metaplasia intestinal, 63 com câncer no 

estômago, 58 com úlcera duodenal, e 132 indivíduos assintomáticos.  A frequência do alelo 

G foi maior em relação ao alelo A (80,7 % e 19,3 %, respectivamente),como visto em nossos 

resultados. Embora não tenham sido observadas diferenças significativas entre os pacientes 

e os assintomáticos, foi observada uma associação entre o alelo A e pacientes com úlcera 

duodenal quando comparado a pacientes com gastrite atrófica. 

A diversidade de resultados encontrados na literatura pode estar relacionada 

principalmente a diversidade populacional estudada, ferramentas utilizadas no diagnóstico 

do H. pylori e genotipagem do TNF.  
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Tabelas 3- Distribuição dos alelos do TNF- α, polimorfismo -308 (G>A), em amostras de 
pacientes com tecido gástrico normal, gastrite, tecido neoplásico e tecido não neoplásico. 
 

Alelos 

 A G Total 

Grupos 

Tecido Normal 10 - 12,5% 70 - 87,5% 80 - 100% 

Gastrite 23 - 16,4% 117 - 83,5% 140 - 100% 

Tecido Neoplásico 12 - 25,0% 36 - 75,0% 48 - 100% 

Tecido Não Neoplásico 17 - 38,5% 37 - 68,5% 54 - 100% 

 

Tabelas 4 - Distribuição dos genótipos do TNF- α, polimorfismo -308 (G>A), em amostras de 
pacientes com tecido gástrico normal, gastrite, tecido neoplásico e tecido não neoplásico. 
 

 Genótipos 
  

  
AA GG GA TOTAL 

Grupos 

Tecido Normal 
3 - 7,5%  32 - 80%  4 - 10% 40 - 100%  

Gastrite 
4 - 5,7%  50 - 72,46%  15 - 21,7% 69 - 100% 

Tecido Neoplásico 
4 - 16,6% 16 - 66,6%  4 - 16,6%  24 - 100%  

Tecido Não Neoplásico 
6 - 22,2%  16 - 59,2%  5 - 18,5%  27 - 100%  

 

 

5.3. Expressão da E-caderina em pacientes com Gastrite e Câncer Gástrico 

Para a análise da expressão gênica, é importante destacar que todos os grupos 

foram comparados com o grupo de indivíduos que apresentaram o tecido gástrico normal, 

negativo para infecção do H. pylori (grupo controle; RQ:1,012). 

Primeiramente foi analisada a expressão da E-caderina em amostras de paciente 

com gastrite, independentemente da presença do H. pylori (RQ:0.932) e houve uma 
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diminuição estatisticamente significante na expressão do gene da E- caderina (p=0,0131) 

(Tabela 5). 

Posteriormente, o grupo de paciente com gastrite foi dividido quanto a presença do 

H. pylori. Foi observada uma diminuição estatisticamente significante na expressão da E-

caderina em paciente com infecção por H. pylori (p=0,0047; RQ:0,904), por outro lado, 

nenhuma diferença foi observada em pacientes H. pylorinegativos(p=0,3230; RQ: 

0,990)(Tabela 5). 

Observou-se também uma drástica diminuição na expressão do gene da E-

caderinanos tecidos neoplásicos positivos para H. pylori com um RQ de 0,578 em 

comparação com o grupo controle (RQ de 1,012) (p=0,0002). No entanto, quando o tecido 

da margem não neoplásico(RQ: 1,002) foi comparado com o grupo controle (RQ: 1,012) 

nenhuma diferença foi encontrada (p=0,1642) (Tabela 5). 

 

Tabela 5:Análise da expressão da E-caderina entre os grupos estudados 

Gene 
Análises Histológica 

N RQ Mean ±DP P 
Grupo Controle  

(n=37) Grupo em Estudo 

E-cad 
Tecido Gastrite 

Normal Hp- 
(RQ: 1.012± 0.16) 

Gastrite 70 0,932± 0,19 0,0131* 

Gastrite Hp+ 47 0,904 ± 0,17 0,0047* 

Gastrite Hp- 23 0,990 ± 0,21 0,3230 

Neoplasico Hp+ 21 0,578± 0,56 0,0002* 

Adj. Não neoplasico Hp+ 23 1,002± 0,68 0,1642 

N: Número de amostras analisadas; RQ: Quantificação Relativa; DP: Desvio Padrão; *: 
Diferençaestatisticamente significante. 

OH. pylori parece desempenhar um papel importante na redução da expressão da E-

caderina, por outro lado, em pacientes com câncer gástrico, a redução da expressão foi 

mais evidente, nossos resultados sugerem que o H. pylori contribua para a diminuição da 

expressão da E-caderina e atue como um “gatilho” induzindo alterações teciduais, que 

conseqüentemente parecem afetar mais diretamente a expressão da E-caderina. 
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5.4. Correlação entre os marcadores de virulência e a expressão da E-caderina 

 Em pacientes com gastrite foi possível a análise de correlação entre alterações na 

expressão do gene da E-caderina e os marcadores de virulência do H. pylori, genes cagA, 

dupA e vacA. Vale destacar que essa análise não foi possível no grupo de pacientes com 

câncer, uma vez que 95% dos pacientes apresentavam o mesmo genótipo quanto aos 

marcadores. 

 Pacientes infectados por cepas s2/m2 (RQ:0,830) tem uma diminuição 

estatisticamente significante da expressão do gene E-caderina quando comparado com 

paciente infectados por cepas s1/m1(RQ:0,9490; p=0,0162). 

 Resultados similares foram encontrados quando a presença o gene cagA 

considerada. Pacientes portadores de cepas cagA positivo apresentaram um RQ de 0,9628 

enquanto pacientes infectados por cepas cagA negativa apresentaram um RQ de 0,8634 

(p=0,0365) Estes resultados sugerem que a presença do gene cagA e/ou genótipo de maior 

virulência do vacA não influenciam na diminuição da expressão da E-caderina. 

 

5.5. Expressão do TNF-α em pacientes com Gastrite e Câncer Gástrico 

 Em relação à expressão do gene do TNF-α, os mesmos parâmetros de análise do 

gene da E-caderina foram utilizados.Houve um aumento significante da expressão em 

pacientes com gastrite (RQ: 2,960) quando comparado ao grupo controle (RQ: 1,072) 

(p=0,0001), independentemente da presença do H. pylori. 

Posteriormente o grupo de pacientes com gastrite foi dividido de acordo com a 

presença do H. pylori e verificamos um aumento significativo da expressão no grupo de 

pacientes com gastrite H. pylori positivo (Média de RQ: 3,77 / p=0,0001) em relação ao 

grupo controle, resultado que não se repetiu quando compramos o grupo controle e 

pacientes com gastrite H. pylori negativo (Média de RQ: 1,297 / p=0,3697) (Tabela 6). 

Verificamos também um aumento estatisticamente significante (p=0,0001) no grupo 

de pacientes com gastrite Helicobacter pylori positivo (Média do RQ: 3,774) quando 
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comparados com o grupo de pacientes com gastrite H. pylori negativo (Média do RQ: 1,297) 

(Figura 3). 

Nossos resultados indicam que a presença do H. pylori induz um aumento 

significativo da expressão do gene TNF-α. Beales et al (1998) e  Crabtree et al (1991) 

destacaram que o TNF inibi a secreção de ácido gástrico podendo afetar a infecção pelo H. 

pylori; estes autores ainda sugerem que a secreção de ácido gástrico é um dos mais 

importantes fatores no desenvolvimento de doenças gastroduodenais associadas a infecção 

por H. pylori. 

 As mesmas análises foram realizadas nas amostras de CG e nas amostras da 

margem não neoplásica, porém não houve diferente estatisticamente significante quando 

comparamos as amostras de câncer gástrico (p=0,6332) ou da margem não neoplásica 

(p=0,4563) com o grupo controle. As amostras de câncer gástrico e da margem não 

neoplásica, ambas H. pylori positivas apresentaram uma média de RQ de 1,163 e 1,106 

respectivamente (Tabela 6). 

Tabela 6:Análise da expressão do TNF-α entre os grupos estudados 

Gene 
Análise Histológica 

N Média do RQ ±DP P 
Grupo Controle 

(N=37) Grupos em Estudo 

TNF-α 
Tecido Gástrico 

Normal Hp- 

(RQ: 1.072 ± 0.45) 

Gastrite 70 2,906 ± 2,06 0,0001* 

Gastrite Hp+ 47 3,774 ± 1,98 0,0001* 

Gastrite Hp- 23 1,297 ± 0.90 0,3697 

Câncer gástrico Hp+ 21 1,163 ± 1,08 0,6332 

Margem não Neoplasica Hp+ 23 1,106 ± 0,82 0,4563 

Hp: Helicobacter pylori; N: Número de amostras analisadas; RQ: Quantificação Relativa; SD: Desvio 
Padrão; *:Diferença estatisticamente significante p < 0.05. 

 

 Outra análise se refere ao possível envolvimento do polimorfismo -308 na expressão 

do gene do TNF-α. Não encontramos associação entre o polimorfismo -308 e alterações na 

expressão do referido gene, portanto este polimorfismo parece não estar associado a 

alterações na expressão do TNF-α. Vale mencionar que o número amostral é pequeno para 
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a análise de polimorfismos e possivelmente esse pequeno número amostral possa ter 

afeado a análise. 

 

Figura 3: Comparação da expressão relativa do gene TNF-α em pacientes 

dispépticos Helicobacter pylori positivo e negativo 

 

5.6. Correlação entre os marcadores de virulência e a expressão do TNF-α 

Não houve diferença estatisticamente significante entre pacientes portadores de 

cepas cagA positivo e pacientes portadores de cepas cagAnegativo (p =0,4677). Resultados 

semelhantes foram encontrados quando comparamos o genótipo s1/m1 do gene vacAcom o 

genótipo de menor virulência s2/m2 (p =0,3578).  

Pacientes infectados H. pylori dupA positivo apresentaram uma média de RQ de 

4,04, por outro lado pacientes dupA negativo apresentaram uma média de RQ 3,18 porém 

sem diferença estatisticamente significante (p =0,0518). 

Em resumo, nossos resultados sugerem que os principais marcadores de 

patogenicidade do Helicobacter pylori, genes cagA, dupAe vacA, não influenciam na 

expressão do TNF-α. A presença do H. pylori parece desencadear o aumento da expressão 

do TNF-α, independente dos marcadores de patogenicidade. 

Nossos resultados corroboram com os de Zalewska-Ziob e colaboradores (2009) que 

também relataram alterações na expressão do TNF-α independentemente dos genes cagA e 

vacA do H. pylori. 
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6. CONCLUSÕES 

1) O H. pylori parece contribuir para a diminuição da expressão da E-caderina, em tecidos 

neoplásicos e em pacientes com gastrite positivos para a infecção, quando comparados 

com o grupo controle. Podemos sugerir que a presença do H. pylori resulta na 

diminuição da expressão da E-caderina, alterando as adesões celulares e 

conseqüentemente tornando o tecido suscetível a invasão/transformação tumoral. Ao 

contrário da E-caderina a presença da bactéria induz o aumento significativo da 

expressão do gene TNF-α em pacientes com gastrite positivo, intensificando a resposta 

imune e inflamatória, contribuindo para a hipoacidez estomacal e favorecendo o 

desenvolvimento das doenças gástricas. Apesar dos genes, E-caderina e TNF-α 

desempenharem papéis distintos e no organismo, a alteração em conjunto de ambos os 

genes pode representar um marco para o desenvolvimento/evolução das doenças 

pépticas.  

 

2) Os resultados indicam que o polimorfismo do gene TNF-α -308 não está envolvido no 

aumento do risco de desenvolver a doença gástrica ou com a presença de H. pylori 

 

3) Segundo nossos resultados, a presença do Helicobacter pylori está diretamente 

relacionada com o aumento da expressão do gene TNF-α em pacientes com gastrite, 

por outro lado, o H. pylori parece influenciar na diminuição da expressão do gene da E-

caderina em pacientes com gastrite crônica.  

 

4) Os principais marcadores de patogenicidade, genescagA, dupA e até mesmo a genótipo 

de maior virulência do vacA parecem não estar envolvidos nas mudanças de expressão 

dos genes  da E-caderina e do TNF-α 

 

5) O polimorfismo –308 (G>A) do gene do Fator de Necrose Tumoral não está associado a 

alterações de expressão do referido gene. 
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7. Participação de Eventos Científicos e Artigos Publicados e Enviados 

Durante o desenvolvimento dos Projetos de Iniciação Científica das alunas Luanna e 

Mariane, ambas participaram de vários eventos científicos, demonstrando o envolvimento 

das alunas na área da pesquisa. Abaixo estão destacados os principais eventos científicos 

relacionados ao presente trabalho: 

 60° Congresso Brasileiro de Genética 

1. Lack of association between TNF-Alpha promotor polymorphism (G-308-A) and 

gastric disease in patients with H.pylori infection. 

2. Association of interleukin 1 beta polimosphism with gastric disease. 

3. Detection of virulence markers of Helicobacter pylori, genes dupA, cagA and vacA, in 

gastric biopsies from dyspeptic patients and gastric cancer. 

 14° Encontro Nacional de Biomedicina 

 II Jornada da Biomedicina – USC 

Outro aspecto importante se refere a participação de ambas as alunas na publicação 

de dois artigos científicos (Anexos 2 e 3) 
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Abstract 
 

Gastritis caused by infection with Helicobacter pylori is characterized by chronic inflammation 
and damage in gastric tissue, which is a main risk factor for gastric cancer. Associated with 
H. pylori, the TP53 gene tumor suppressor and the cell adhesion glycoprotein epithelial 
cadherin develop a relevant role in the integrity and carcinogenesis of the epithelium. In the 
present study, we carried out the detection of H. pylori and its main virulence markers and 
measured the mRNA expression levels of E-cadherin and TP53 genes in 161 samples of 
gastric biopsies including 37 with normal gastric tissue, 70 with gastritis, 24 from neoplastic 
tissue and 27 from adjacent nonneoplasic by means of a quantitative real-time polymerase 
chain reaction.The mRNA expression levels of E-cadherin and TP53 were found to be 
decreased in patients with gastritis, independently of H. pylori infection. In samples from 
gastric patients, the neoplastic tissue showed an accentuated decrease of expression, on the 
other hand, the expression of E-cadherin was normal in adjacent nonneoplasic. In addition, no 
evidence was found of the involvement of the cagA and vacA genes in the decreased 
expression of E-cadherin and TP53. The process of carcinogenesis is complex and the 
decrease of the E-cadherin gene expression and TP53 gene expression appears to 
contribute significantly. 
 
Keywords:E-cadherin.Gastric cancer. Gene expression. Helicobacter pylori. TP53.  


